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@ Vektoren und Viren zur Gentherapie 


1) Die vorliegenda Erfindung batrlfft elnen zur Gentherapie 
geeigneten Vektor, der eine exprimierbare Insert-DNA.um- 
faBt, die fur die DNA-Binduncisdomane einer Poly(ADP-Ri- 
bose)- Polymerase oder fur ei.n- zumindest teilweise kataly- 
tisch nicht-aktive Poly(ADP-Sibose)-Polymerase codiert. 
Ferner betrifft die Erfindu ig VeJahren zur Herstellung eines 
solchan Vektors und Viren, die zur Gentherapie geeignet 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft Vektoren und Vi- 
ren, die sich zur Gentherapie eignen, Verfahren zu ihrer 
Herstellung und ihre Verwendung. . 5 

Eine gangige Tumortherapie iimfaBt die operative 
Entfernung des Tumors und die Nachbehandlung des 
Patienten mittels Bestrahlung und/oder systemischer 
Applikation von Zytostatika. Durch die Nachbehand- 
lung wird versucht, nicht entferntes Tumorgewebc bzw. 10 
gebildete Metastasen abzutdten. 

Der Erfolg gingiger Tumortherapien ist allerdings 
gering. Insbesondere treten bei den nachbehandelten 
Patienten ha^ifig Nebenwirkungen, wie Induktion von 
Zweittumoren, Schadigungen innerer Organe oder 15 
Schmerzen, auf. 

Klipper et al. [The Journal of Biological Chemistry, 
Bd. 265, Nr. 3i, S. 18721- 18724 (1990)] beschreiben 
Expressionskonstrukte(pPARP51 und pPARP 62), wel- 
che a a. die DNA-Bindungsdomane der Poly(ADP-Ri- 20 
bose)-Polymerase (PARP) enthalten. Diese Expres- 
sionskontrukte sind jedoch fur die Gentherapie unge- 
eignet, da sie auf SV40-Vektoren basieren. 

Kang et al. [in: ADP-Ribosylation Reactions, Poirier 
und Moreau (Herausgeber), Springer Verlag (1992)] be- 25 
schreiben Expressionsplasmide, welche die DNA-Bin- 
dungsdomane und Teile der Automodifikationsdomane 
der PARP enthalten. Auch diese Vektoren basieren auf 
S V40, was sie zur Gentherapie ungeeignet macht 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe 30 
zugrunde, ein Mittel bereitzustellen, mit dem gangige 
Tumortherapien verbessert und insbesondere vorste- 
hende Nebenwirkungen vermieden werden konnen. 

ErfindungsgemaB wird dies durch einen zur Genthe- 
rapie geeignetenVektor erreicht, der eine exprimierba- 35 
re Insert-DNA umfaBt, die fur die DNA-Bindungsdoma- 
ne (nachstehend mit DBD) einer PolyfADP-Ribo- 
se)-Polymerase (nachstehend mit PARP) oder fur eine 
zumindest teilweise katalytisch nicht-aktive PARP co- 
diert 40 

Die vorliegende Erfindung beruht auf der Erkenntnis 
des Anmelders, daB PARP, ein zur Reparatur von DN A- 
Schadigungen benotigtes Enzym, durch Zugabe von 
DBD-Molekfllen in seiner Aktivitat gehemmt wird und 
die Reparatur von DNA-SchSdigungen drastisch in ih- 45 
rer Geschwindigkeit vermindert wird. 

Der vorstehende Ausdruck "zur Gentherapie geeig- 
neter Vektor" umfaBt jegliche Vektoren, die alleine oder 
zusammen mit anderen Mitteln in der Gentherapie ver- 
wendet werden kdnnen. Dies sind z,B. Plasmid-Vekto- 50 
ren und Virus- Vektoren. Von letzteren sind insbesonde- 
re solche von Adenovirus, Herpes Simplex Virus, Ade- 
noassoziiertem Virus (nachstehend mit AAV bezeich- 
net), "Minute virus of "mice" (nachstehend mit MVM be- 
zeichnet) und Retroviren zu nennen. Ganz besonders 55 
bevorzugt werden Virus- Vektoren von AAV, z. B. 
AAV-sub201 (vgL Samulski, RJ. et al, J Virology 61, 
(1987), 3096-3101), von MVM z. B. pSR2 (vgl. Russell, 
SJ. et al., J. Virology 66, (1992), 2821-2828) und von 
Retroviren, z. B. N2 (vgl. Keller, G. et al. Nature 318, 60 
(1985), 149- 154). 

ErfindungsgemaB wird in einen vorstehenden Vektor 
eine Insert-DNA eingefdgt, die fflr die DBD einer PARP 
oder fur eine zumindest teilweise katalytisch nicht-akti- 
ve PARP codiert. Eine vorstehende Insert-DNA kann 65 
aus einem beliebigen Organismus, z. B. dem Menschen 
oder dem Tier oder aus Pflanzen, stammen. Vorzugs- 
weise wird eine Insert-DNA aus dem Menschen und 


besonders bevorzugt jene von Fig. 1, Position -29 bis 
+ 1127, oder eine durch ein oder mehrere Nukleotide 
davon unterschiedliche DNAVerwendet 

Die Einfilgung vorstehender Insert-DNA in den Vek- 
tor erfolgt derart, daB die Insert-DNA exprimiert wer- 
den kann. Dies kann erreicht werden, indem die Insert- 
DNA in eine im Vektor vorhandene Expressionseinheit 
in Phase insertiert wird. Dazu kann es notwendig sein, 
eine in der Expressionseinheit vorliegende DNA zumin- 
dest teilweise zu entfernen. Auch kann es vorteilhaft 
sein, Elemente der vorhandenen Expressionseinheit, wie 
Enhancer, Promoter oder P'blyadenylierungssignale, zu- 
mindest teilweise durch andere zu ersetzen. Vorzugs- 
weise wird in eine Expressionseinheit ein Promotor ein- 
gefflhrt, der spezifisch fflr eine Gewebe-Art ist, wodurch 
die Expression der unter der Kontrolle des Promotors 
stehenden Insert-DNA gewebespezifisch wird. Beson- 
ders bevorzugt ist ein Prpjrriptor, der in Tumorzellen 
aktiv ist Ein Beispiel eines.-solchen Promotors ist der 
P4-Promotor von MVM (vgl. Russell, S.J. et al, vorste- 
hend). 

Die Expression vorstehender Insert-DNA kann fer- 
ner in einer Expressionseinheit erreicht werden, die 
hierzu in den Vektor eingefiihrt werden muB. Fur diese 
Expressionseinheit gelten auch die vorstehenden Aus- 
fQhrungen. 

Im Falle voti Virus- Vektoren erweist es sich oftmals 
als gttnstig, die Insert-DNA in eine im Vektor vorhande- 
ne Expressionseinheit einzufugen. Die hiermit u. U. ver- 
bundene Entfernung oder Teilentfernung von in der Ex- 
pressionseinheit vorliegende; Vu-us-DNA fiihrt dann zu 
einem Virus-Vektor, der in einer Virus-Funktion einen 
Defekt aufweist Dieser Defekt kann als Selektionsmar- 
ker genutzt werden. Andererseits kann der Defekt, 
wenn notig, durch ubliche Verfahren, wie Komplement- 
ation in trans, ausgeglichen werden. 

ErfindungsgemaB werden Vi/us- Vektoren bevorzugt, 
in denen die Insert-DNA so.eingefugt ist, daB die Virus- 
Vektoren alleine nicht mehr zxit Bildung der durch sie 
codierten Viren in der Lage sind. Beispiele soicher Vi- 
rus-Vektoren sind in den Fig. 2 und 3 angegeben. Es 
handelt sich urn AAV re P-DBD, MVM <*P-DBD und 
AAV re P /ra P-DBD (Fig. 2). Durch iibliche Komplement- 
ationsverfahren konnen allerdings die durch sie codier- 
ten Viren gebildet werden/ Beispielsweise wird AAV 
re P-DBD in Zellen transfiziert; die gleichzeitig mit einem 
das rep-Gen exprimierenden DNA-Konstrukt cotrans- 
fiziert sind. Es werden Viren erhalten. Diese eignen sich 
gut zur Gentherapie, da sie sich im Patienten nicht ver- 
mehren kdnnen. 

Ferner weist Fig. 3 auf den bevorzugten Retrovirus 
DBD- Vektor hin. Durch Transfektion in eine ubliche 
Packaging-Zellinie wird das durch den Virus-Vektor co- 
dierte Virus erhalten. Dieses eignet sich ebenfalls gut 
zur Gentherapie. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind somit 
auch Viren, die durch vorstehende Virus- Vektoren co- 
diert werden. 

ErfindungsgemaBe Vektoren und Viren zeichnen sich 
dadurch aus, daB sie die Reparatur von DNA-Schaden 
hemmen konnen. Sie eignen sich daher bestens, in The- 
rapien eingesetzt zu werden, in denen Zellen abgetotet 
werden sollen. Ganz besonders ist die Eignung der erfin- 
dungsgemaBen Vektoren uhd ' V"iren in der Behandlung 
von Tumoren, insbesondere zusammen mit konventio- 
nellen Bestrahlungs- und/oder Zytostatika-Verfahren, 
zu sehea Hierbei schlagt besonders zu Buche, daB sie 
gewebe(tumor)-spezifisch aktiv sein konnen. Die vorlie- 
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gende Erfindung ist richtungsweisend fur die genthera- 
peutische Behandlung schwerster.Erkrahkungen. 

KurzeBeschreibungderZeichnurigen: . . 

Fig. 1 zeigt eine DNA, die zwischen den Positionen 
-29 und +1127 fQr die DBD einer hunianen PARP 
codiert, 

Fig. 2 zeigt die erfindungsgemaBen Vektoren AAV- 
rc P-DBP, MVM^P-DBD und AAV^P-DBD, und 

Fig. 3 zeigt den erfincJungsgemiBen Retrovirus- 
DBD-Vektor. 

Die folgenden Beispiele eriautern die Erfindung. 


4 

Beispiel 4 


Beispiel 1 


:s erfindungsgemaBen Vektors AAV 
rep -DBD 


Herstellung des erfindungsgemaBen 
Retrovirus-DBD-Vektors 

5 

Es wird von dem Vektor N2 (vgl. Keller, G. et al, 
vorstehend) ausgegangen. Dieser Vektor wird mit Eco- 
Rl-Partialverdau 3' des Neomycin-Gen geOffnet In den 
Vektor werden dann von 5, nach 3' folgende Sequenzen 

io am 3'-Ende des Neomycin-Gens inseriert: (I) das 0,7 kb 
poly-A-Signal des B-Globm-Gens (z. B. das EcoRI/Sall- 
Fragment aus pECV; vgl. Berg, B.G.M. et aL, Gene 4 
(1989), 407-417); (II) ein 259 bp BamHI/NcoI-Frag- 
ment, das den P4-Promotor enthalt (vgL Beispiel 1, (I)); 

is (III) ein 1,73 kb EcoRI/Hindlll-Fragment aus pPARP6 
(vgl. Beispiel 1, (II)). Es wird der Retrovirus-DBD-Vek- * 
torerhalten. 


Beispiel 5 

Hemmung der Reparatur von DNA-Schaden 


Es wird von dem Vektor AAV-sub201 (Samulski, R.J. 20 
et al,- vorstehend) ausgegangen. Dieser Vektor wird mit 
den Restriktionsehzymen Xbal und'Bstbl gespalten! Es 
werden ein 3,3 kb Vektor-Fragment und ein 1,4 kb Rep- 
Fragment erhalten. Letzteres erstreckt sich bis an das 

5'-Ende des p40-Promotors und wifd verworfen. Die 25 -Poly(ADP-Ribose)gezeigt.DererfindungsgemaBe Vek- 


Die Hemmung der Reparatur von DNA-Schlden 
wird anhand der Hemmung der Synthese von 


Enden des Vektor-Fragments werden "geglattet". In die- 
ses wird ein Insert, P4-DBD-poly A, eingefugt, das von 
5' nach 3' folgende Sequenzen umfaBt: (I) ein 259 bp 
BamHIANcoI-Fragment, das den P4-Promotor enthaMt 


tor AAV"P-DBD wird durch Elektroporation in HeLa- 
Zellen transfiziert Nach der Transfektion werden die 
Zellen auf Deckgiaschen far die Mikroskopie ausgesat. 
Zwei Tage spater werden die transfizierten Zellen auf 


Dieses Fragment stammtz.B. aus dem Plasmid pEG618 30 den Deckgiaschen einer genotoxischen Behandlung, 


(vgL Astell, C. et aL, J. Virology 57, (1986), 656-669); (II) 
ein 1,73 kb EcoRI/Hindin-Fragment aus pPARP6 (vgl. 
KOpper, J.H. et aL, J. Biol. Chem. 265 (1990), 
18721-18724), das sowohl die, 1,1 kb DBD als auch das 
630 bp HSV-ThymidinkinasAPoly-A-Signal aufweist Es 3s 
wird der Vektor AAV rep - DBD" erhalten. 

Beispiel 2 

Herstellung des erfindungsgemaBen Vektors MVM 40 
"P-DBD 

Es wird von dem Vektor pSR2 (vgl. RusselL S.J. et al, 
vorstehend) ausgegangen. Dieser Vektor wird mit Hin- 
dlll und BglH gespalten. Es werden ein Vektor-Frag- 45 
ment und ein 1,6 kb Capsid- Fragment (II) von MVM 
erhalten. Letzteres Fragment wird'entfernt und durch 
das Insert-Fragment (II) von Beispiel 1, DBD-Poly-A, 
ersetzt. Es wird der Vektor MVM "P-DBD erhalten. 

so 

Beispiel 3 

Herstellung des erfindungsgemaBen Vektors AAV ' 
rep/cap.pjjD 

55 

Es wird von dem Vektor AAV-sub201 von Beispiel 1 
ausgegangen. Dieser Vektor wird mit Xbal gespalten 
und samtliche AAV-Bestandteile auBer den terminalen 
Repetitionen werden entfernt. Das restliche Fragment 
wird mit der intermediaren Sequenz, z. B. einem 2,4 kb 60 
BamHI/BamHI-Fragment aus pCosAGy2 (vgl. Auer, B. 
et aL, DNA 8 (1989), 575- 580),.- welches nicht-codieren- ' 
de Sequenzen aus dem 7. Intron der humanen PARP 
aufweist, ligiert Danach werden die Fragmente I und II 
aus Beispiel 1 eingefilgt Es wird der Vektor AAV re P' « 
"P-DBD erhalten. 


z. B. Rontgenbestrahlung oder Behandlung mit aJkylie- 
renden Kanzerogenen, unterzogen. Dadurch entstehen 
DNA-BrUche, die zu einer Aktivierung der PARP filh- 
ren, die dann Poly(ADP-Ribose) synthetisiert. Innerhalb 
von 30 min nach der genotoxischen Behandlung werden 
die HeLa-Zellen mit Trichloressigsaure fbdert und einer 
indirekten Immunfluoreszenz gegen Poly(ADP-Ribose) 
unterzogen. Es werden keine Poly(ADP-Ribose)-spezi- 
fischen Signale erhaltea 

Dies zeigt, dafl die in ZeDen exprimierte DBD eine 
Hemmung der PARP verursachL 

Patentansprilche 

1. Vektor mit einer exprimierbaren Insert-DNA, die 
fQr die DNA-Bindungsdomane einer Poly(ADP-Ri- 
bose)-Polvmerase oder fiir eine zumindest teilweise 
katalytisch nicht-aktive Poly(ADP-Ribose)-Poly- 
merase codiert, wobei der Vektor zur Gentherapie 
geeignetist 

2 Vektor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, dafl der Vektor auf einem Virus- Vektor beruhL 

3. Vektor nach Anspruch 2, dadurch gekennzeich- 
net, daB der Virus- Vektor ein Adeno-assoziierter 
Virus-, ein Maus-Minute Virus- oder ein Retrovi- 
rus- Vektor ist 

4. Vektor nach einem der Anspruche 1—3, dadurch 
gekennzeichnet, daB die fflr die DNA-Bindungsdo- 
mane codierende DNA die Sequenz von Fig. 1 zwi- 
schen den Positionen -29 und +1127 oder eine 
durch ein oder mehrere Nukleotide davon unter- 
schiedliche Sequenz aufweist, wobei Fig. 1 Bestan- 
deil dieses Anspruchs ist 

5. Vektor nach einem der Anspruche 1-4, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Insert-DNA in einem Tu- 
mor exprimierbar ist 

6. Verfahren zur Herstellung des Vektors nach An- 
spruch 1, umfassend die Einfugung der Insert-DNA 
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nach Anspruch 1 in einen Vektor, der zur Genthe- 
rapie geeignet ist, derail, daB eine Expression der 
InsertrDNA durch eine bereits im Vektor vorhan- 
dene Oder ebenfalls inserierte Expressionseinheit 
erfolgen kann. 

7. Virus, codiert durch den Vektor nach Anspruch 2 
oder 3. 

8. Verwendung des Virus nach Anspruch 7 zur Gen- 
therapie. 

9. Verwendung nach Anspruch 8 bei Tumorerkran- 
kungen. 
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{• TCC6aT«<n6ACa*K«e«5CSiM*MCC<0«STCmCTACT«TCCC6KC»^G^^ .j 

NUlt0lllJ«rJe«'«ptyil^T.rArjV»ICMyrAljlylS4rOiJr;»Ui«etyil^ 

iO 70 (0 *) ,„ 

TOTACCA^mWTTCTS^^ 

•'10 . 124 IM 1«0 . . ,<„ 

6l '!l' s l» s « , ^ l * n «^ T «"« e M«^A'» i i«tf«V*i»O^WAi«^ 

6oi,ntcr«tM[i(i«utu«tT( rusTiiKmccAcuMTireuKTWMa^cTwai^^ , u 

M 170 110 190 20o 

CWC6WCATT«^relT^ 

•JO HO MO 1« ,«„ 

GlyfellysS«raijCfj<o>Ur$iyt;|yi<pt.y».vOAipCV v <M<p°^^ 

WTCAAiACrSAAWAAACAIAAAAScarMMTCCArcCAeteurtt^ , M 

ucciAMUAWTCTtnEunixr^TUMCiwnCTUTcncviauucaMTccmc^^ , co 

' 110 :!0 HO Jto : 'M 

eii>teuV«1l^lyiS«r»«Al s ryrryrtr>7*rClyAw»llmAUrreThrt^ . 
tAKTMTCTCAASASraiKCTATtAXTtUCTretAWaaCCCTCW^^ 1033 

3«0 7 370 ? T J>-m> Jto • T WO « M 

I^U'ini>A£^rgnt/tefroPr<iluTfcrfertliS<rVAMUHi:rrtf^ 

»\» «c c«ct«c c UmimciK (M*cowecnctii65ac«car«6!ctTce«cificcraaTccTai«c KTs^aTcisaTCMWMT/u^mraAiaitAASAicci wncGMiiaii l 20a 
<io «o «jo. «40 ' <<a 

Arg«<tVll1»'C1»«p»h^.,,CWitriMtrtliWr*rt^ 


t&CTCTcTacAswcnciTtniSAfCTaccKCTccKtMMKcn^ 

410 510 T 530 140 SSD 

^TCrcodGSuAAGC^ 


, . . r _ . ll«At(>Tyr«ly«l«*Joelu«l»»la 

CAA^ICCCSTCCAAe^ATKaraW 

ViUyUy*U^rV»UiFifr«!1yTt^tStHrilM'>^Pra«<ICIM^ 


J«1j»AnC!nn*ei*Altfl«TjT*«rll«l«vJerf1«V»l6l(tf1i^^ 

MCAAM^CATCClKCCSttnCTtCAtarCAOTWCSTeaO^^ 22S0 

mo 770 ita 7so scs 

LcaAsM«*nAipb>4ilC1«'Jim>tGlutea«A*pAiiil.e*^m1t«l^^ 

a«wcwiccAc»a^(^:axAAOTC(^rtcnucAxattTT;«aic«K ;<oo 

110 MO HO t<0 . 6i0 

lyt»miUip«r9A;pSerS1«CMiAU«1untl1eir«vy»Tjr«llaKM^ 

*A08ICIinCAeASA«mTtiAii\AgCCA6AtCATC»M«*aunTTAAt^ f ACM6CCCTTT iSSO 

IjrrjrrtdtfMSi^til/lleT^rfMUlAtpAttVil 
SnACATfiTTTGGTAtACGGATCTArnCGCTCACATCCfC J7C0 

9J0 KO «M ««'oV. 45C 

fcrlnSet*lAAinTyr«yU(l$tvSerfi1i^lyAj t fren'Sl>1.««Ili».«ui.«u«ly<lllYlUlilelrtlyAtl«tTyr«lull 

rtaiAo<TOc«w»CTttUTi:<ricTUGSQ^cai?iamur^ 

SlylyiThrtkrIVtiAttfroStrMiAwneSmtuAirtW 


CTCCTWAACTCAAATTCA^ ' 
. TAAACUOTOWAAACGAnnAUSAAAOTCnAAAWT^ 3 
Jul6CCTCWAC^TTnOTTCCArWACTACT^AT^*AAAA4CAA^n CCTTA tAATtTCTGCCn ACT WTT7CCCCAW 

cATCTtAAixATn*rrmAmi«MAr«A»««TAATTTMTAaAmAanncTTTTn 

«MmcTttTAOTMAAACA.U»AW<iCmcmCTW^ 


DNA, die zwischen d'en Positionen -29 und : +1127 fur die 
DBD einer humanen PARP codiert. 
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